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ACh  Acetylcholine 
AD  Alzheimer’s disease 
Akt  Protein kinase B 
ANOVA Analysis of variance 
BCCAO Bilateral common carotid arteries occlusion 
BDNF  Brain derived neurotrophic factor 
BPSD  Behavioral and psychological symptoms of dementia 
BrdU  5-Bromo-2´-Deoxyuridine 
CaMKII  Calcium/calmodulin-dependent protein kinase II 
CaMKIV Calcium/calmodulin-dependent protein kinase IV 
CREB  cAMP response element binding protein 
DG  Dentate gyrus 
ERK  Extracellular signal-regulated kinase 
FST  Forced swimming task 
JAK2  Janus-activated kinase 2 
mAChR  Muscarinic ACh receptor 
MEC  mecamylamine 
mGluR  Metabotropic glutamate receptors 
MLA  Methllycaconitine 
nAChR  Nicotinic acetylcholine receptor 
NA  Noradrenaline 
NNC 55-0396 T-type calcium channel inhibitor 
NMDA  N-methyl-D-aspartate type glutamate receptor 
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OBX  Olfactory bulbectomized mice 
OB  Olfactory bulbs 
PBS  Phosphate-buffered saline 
PFA  Paraformaldehyde 
PI  Propidium iodide 
PI3K  Phosphatidylinositol 3-kinase 
SAK3 Ethyl 8'-methyl-2',4-dioxo-2-(piperidin-1-yl)-2'H-spiro [cyclopentane-
1,3'-imidazo [1,2-a] pyridine]-2-ene-3-carboxylate) 
SGZ  Subgranular zone 
SPT  Sucrose preference task 
SSRI  Selective serotonin reuptake inhibitor 
ST101  Spiro [imidazole [1.2-a] pyridine-3, 2-indan]-2(3H)-one 
SVZ Subventricular zone 
TST  Tail suspension task 
TrKB  Tropomyosin receptor kinase B 
T-VGCC T-type voltage-gated calcium channel 















VGCC の役割は不明である。本研究では、T-VGCC 活性化薬 SAK3 の両側総頚
動脈閉塞 (BCCAO) マウスに対する神経保護作用と嗅球摘出 (OBX) マウスに
対する抗うつ作用を検討し、神経細胞の生存と新生における T-VGCC の役割を
解明することを目的とする。 
【方法】BCCAO マウスでは虚血後 2 週間で海馬 CA1 領域の神経細胞が特異
的に変性脱落する。虚血後、24 時間後から 10 日間 SAK3 (0.1〜1.0mg/kg) を経
口投与して、海馬 CA1 領域の神経細胞死の解析、行動薬理試験を行った。嗅球
摘出マウスは術後 2 週間目からうつ症状を呈する。うつ症状を確認後に 14 日
間 SAK3 (0.1〜1.0mg/kg) を経口投与して、うつ症状および海馬における神経新
生を解析した。 
【結果】BCCAO マウスでは SAK3 の慢性投与によって海馬 CA1 領域の神経細
胞死は用量依存性に抑制され、約 8 割の神経が生存した。同時に、虚血に伴う
記憶学習障害も改善した。BCCAO 処置、24 時間後の海馬では神経細胞生存に重






次に、うつ様行動、海馬神経新生に対する SAK3 の効果を OBX マウス
で検討した。SAK3 慢性投与は、OBX マウス認知機能障害とうつ病様行動を改
善した。また、OBX マウスでは術後 4 週間後の海馬歯状回 (DG) における神経
新生が有意に抑制された。神経新生抑制は SAK3 慢性投与によって有意に回復
した。ヒトにおいてはうつ病の発症に神経栄養因子 (BDNF) の機能低下が観察
されている。OBX マウスの海馬領域においても BDNF の発現低下が認められた。
BDNF 発現低下は、SAK3 慢性投与によって有意に回復した。BDNF 発現の亢進
作用には、カルシウム/カルモデュリン依存性プロテインキナーゼである CaMKII
および CaMKIV の活性化と cAMP 応答配列結合タンパク質 (CREB) のリン酸化
上昇が相関していた。SAK3 のこれらの効果は、T-VGCC 選択的な阻害剤である
NNC55-0396 の前投与によって完全に抑制された。さらに、SAK3 は神経細胞の
増殖と分化の両方を刺激することを in vivo で確認した。 
【結論】認知障害を改善する薬として開発中である SAK3 には強力な神経保護
作用と神経新生促進作用があることが分かった。SAK3 は脳内で ACh の遊離を
促進すること、nAChR を介する Akt 活性化反応は神経生存シグナルに関与する
ことが知られている。SAK3 の神経保護効果にも nAChR 活性化反応が関与する
と考えられる。次に OBX マウスに対する SAK3 の抗うつ作用が見出された。抗
うつ作用には CaMKII/CaMKIV/CREB/BDNF シグナルが関与すると考えられる。




























性的な進行性変性疾患である (Braak and Braak, 1991; Hardy, 2002)。AD は認知機
能障害などの中核症状のほかに、攻撃性の増加や不眠、妄想、うつ病様行動など






SAK3 が AD 治療候補薬として開発された(Yabuki et al., 2017c)。  
1-2. T 型カルシウムチャンネル 
T 型カルシウムチャネル (T-VGCC) は低閾値で開口する電位依存性カ
ルシウムチャネルであり、α1 サブユニットのみで機能する電位感受性カルシウ
ムチャネルである(Weiss and Zamponi, 2019)。CACNA1G（Cav3.1）、CACNA1H
（Cav3.2）、および CACNA1I（Cav3.3）によってコードされる 3 つのサブタイプ
が存在し、脳内と心臓に発現している (Senatore et al., 2014; Blesneac et al., 2015)。
阻害剤や遺伝子ノックアウトの研究から、T-VGCC は痙攣の発作、疼痛、睡眠
の病態生理に関与していることが知られている (Lee et al., 2004; Kim, 2003; Lee 
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et al., 2004; Sakkaki et al., 2016)。マウスの脳において、T-VGCC の 3 つのサブタ
イプがグルタミン酸作動性神経細胞および GABA 作動性神経細胞の細胞体や
神経終末に局在しており(Broicher et al., 2008; Liu, 2011; Tang et al., 2011)、T-VGCC
の特異的な阻害剤である Z944 の処置によって、ラットの記憶学習障害がみられ





以前、当研究室では AD の新規治療薬候補である ST101 (ZSET1446: spiro 
[imidazo[1,2-a]pyridine-3,2-inda]-2(3H)-one)を全薬工業と共同で開発し、その効果
と作用機序について検討してきた。ST101 はアミロイド β (1-40) を注入したラ
ットの海馬においてニコチン誘発性 ACh 遊離を促進し、記憶学習障害を改善す
る化合物として開発された (Yamaguchi et al., 2006)。ST101 が Cav3.1 T 型カル
シウムチャネルを過剰発現させた neuro2A 細胞において、T 型カルシウムチャ
ネル電流を促進することが見出された (Moriguchi et al., 2012; Yamaguchi et al., 
2006)。ST101 (1.0 mg/kg, i.p.) の投与による海馬 ACh 遊離促進作用は T 型カル
シウムチャネル阻害薬 mibefradil の処置により抑制された(Yamamoto et al., 
2013)。また、ST101 の慢性投与は海馬歯状回において細胞生存・増殖シグナル
に重要なプロテインキナーゼ B (Akt) および extracellular signal-regulated kinase 
(ERK) を活性化し、神経新生を亢進することで嗅球摘出 (OBX) マウスのうつ
様症状を改善した(Shioda et al., 2010)。さらに、ST101 の慢性投与による Akt お




おいて ACh 遊離を促進し、nAChR を活性化することが示唆される。ST101 は
アメリカにおいてアルツハイマー病患者を対象に臨床第 II 層試験が実施され、
ドネペジルとの相乗効果が認められたものの、ST101 単独投与による認知症改
善効果は弱かった (Gauthier et al., 2015)。そこで、当研究室では、 ST101 よりも
強力な  T 型カ ルシウム チャネル賦活化作用を有する薬剤である 
SAK3   (ethyl-8′-methyl-2′,4-dioxo-2-(piperidin-1-yl)-2′H-spiro[cyclopentane-1,3′-
imidazo[1,2-a]pyridin]-2-ene-3-carboxylate) (Fig. 1)を創製した (Yabuki et al., 2017c)。
SAK3 は同濃度の ST101 と比較し、Cav3.1 および Cav3.3 T 型カルシウムチャ
ネル電流促進作用および海馬における ACh 遊離促進作用が強力であることが
証明された (Yabuki et al., 2017c)。また、ST101 (0.5 mg/kg, p.o.) 急性投与では 
OBX マウスの記憶学習障害は改善されないが、SAK3 (0.5mg/kg, p.o.) 急性投与
により改善された。従って、SAK3 は ST101 よりも効果的な認知機能改善薬に
なる可能性がある(Yabuki et al., 2017c)。  
 




第 2 章 SAK3 の神経保護作用 
2-1. 緒言 
コリン作動性神経伝達は中枢神経系において、記憶形成や神経細胞の生存・
保護に重要な役割を果たしている (Akaike et al., 2010; Melancon et al., 2013)。ア
セチルコリン受容体 (AChR) にはイオンチャンネル型のニコチン性アセチルコ
リン受容体 (nAChR) と G 蛋白質共役型のムスカリン性アセチルコリン受容
体 (mAChR) が存在し、それぞれ記憶や学習機能に関与する (Melancon et al., 
2013; Pandya and Yakel, 2013)。哺乳類の脳において、9 種類 （α2-7 および β2-
4） の異なる nAChR サブユニットが存在しており、これらのサブユニットはホ
モまたはヘテロマー複合体として結合し、多様な五量体受容体を形成されてい
る (Yakel., 2013; Dani and Bertrand, 2003)。脳内で発現するサブタイプ α7 サブユ
ニット含有受容体、また α およびβサブユニットから構成される受容体 （α4β2 
および α3β4） が機能している (Jones et al., 1999; Sudweeks et al., 2000)。α7 nAChR 
は学習や記憶に機能する脳領域で発現している (Levin., 2012; Leiser et al., 2009)。
α4 受容体に比べて、α7 nAChR のカルシウムの通過性がよい、早い脱感性が持
っている (Si et al., 2002)。アルツハイマー病患者の脳では、ニコチン性アセチル
コリン受容体の発現量や機能が低下していることが報告されている (Perry et al., 
2000)。また、アルツハイマー病患者脳内の老人班において α7 nAChR 及び Aβ 
が共局在しており、相互作用が確認された (Dineley et al., 2002; Puzzo et al., 2008)。
一方、α4β2  nAChR は Aβ によって拮抗され、AD 初期に失われる (Liu et al., 
2009)。実際に、α7 nAChR 欠損マウスの海馬 CA1 領域では長期増強 long-term 
potentiation が低下し、Radial arm maze において学習能力の低下と記憶障害を呈
することが報告された (Freund et al., 2016; Young et al., 2011)。同様に、M1 mAChR 
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欠損マウスでは認知機能障害がみられることも分かった (Fisahn et al., 2002; 
Young et al., 2011)。 
一方、神経細胞の生存には nAChR 活性化が重要である (Akaike et al., 2010; 
Takada-Takatori et al., 2009)。ラット初代培養神経細胞において、ニコチン (10 nM) 
処置は α4 および α7 nAChR を活性化し、1 mM グルタミン酸付加による神経
細胞死を有意に抑制した (Kaneko et al., 1997)。また、コリンエステラーゼ (ChE) 
阻害薬であるドネペジルおよびガランタミン処置によるグルタミン酸神経毒に
対する神経保護作用は、mAChR 阻害薬 scopolamine では抑制されず、α4 nAChR 
選択的阻害薬 dihydro-β-erythroidine (DHβE) および α7 nAChR 選択的阻害薬 
methllycaconitine (MLA) 処置により抑制された(Takada-Takatori et al., 2009)。さら
に、α7 nAChR のポジティブアロステリックモジュレーターである（PAM）PNU-
120596 は中大脳動脈閉塞術 (MCAO) による虚血梗塞面積の減少と認知機能の
低下を改善することが示されている(Kalappa et al., 2013; Sun et al., 2013)。興味深
いことに、脳内出血が引き起こす神経細胞死に対し、α7 nAChR 作動薬 PNU-
282987 は保護作用を示すが、α4 nAChR 作動薬 RJR-2403 は保護効果を示さな
かった (Hijioka et al., 2012)。以上のことから、コリン神経賦活化による神経保護
作用には、特に α7 nAChR 活性化が重要であると考えられる。 
まず、脳虚血が引き起こす神経細胞死や記憶学習障害に対する T 型カルシ
ウムチャネル賦活化薬である SAK3 の効果を検討した。薬剤の治療効果の評価
には適切なモデル動物を用いる必要がある。両総頸動脈閉塞 (bilateral common 
carotid arteries occlusion (BCCAO) マウスは一過性に両総頸動脈を閉塞すること
で、脳血流が約 80 % まで低下する虚血モデル動物である (Yabuki et al., 2013)。
雄性 C57BL/6 N マウスの両総頸動脈を 20 分間閉塞し、再灌流させると、海馬 
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CA1 領域特異的に遅延性の神経細胞死が誘導される  (Yabuki et al., 2013; 
Panahian et al., 1996)。BCCAO 処置 7 日目以降では、神経細胞死に伴い記憶学
習障害がみられる(Yabuki and Fukunaga, 2013)。臨床において一過性脳虚血発作
治療に用いられるラジカル消去剤エダラボン (ラジカットⓇ) は BCCAO 虚血
に対し脳保護作用を示すことが報告されている (Otani et al., 2005)。さらに、抗
酸化物質であるグルタチオンが BCCAO マウスにおける神経細胞死を抑制す
ることが報告されている (Yabuki and Fukunaga, 2013)。本研究では BCCAO 虚血


















2-2.1. SAK3 の慢性投与は脳虚血による神経細胞死を抑制する。 
C57BL/6 マウスに BCCAO 虚血を行うと、海馬 CA1 領域特異的な神経細
胞死が誘導される(Wellons et al., 2000; Yabuki and Fukunaga, 2013) 。SAK3 の神
経保護作用を検討するために、PI 染色法を用い、BCCAO 虚血 11 日目の海馬 
CA1 領域における錐体神経細胞の生存率を定量した。BCCAO マウスの海馬 
CA1 領域では神経細胞数が約 3 割まで低下した (BCCAO: 34 ± 3.5 % of control, 
p < 0.01 vs. control; Fig. 3)。SAK3 (0.5 or 1.0 mg/kg, p.o.) 慢性投与より、BCCAO 
虚血による神経細胞死が有意に抑制された (0.5 mg/kg: 78.3 ± 6.2 % of control, p > 
0.05 vs. control and p < 0.01 vs. BCCAO; 1.0 mg/kg: 79.2 ± 7.8 % of control, p > 0.05 
vs. control and p < 0.01 vs. BCCAO; Fig. 3)。 
興味深いことに、SAK3 (0.5 mg/kg, p.o.) 投与による神経保護作用は α7 
nAChR 選択的阻害剤  MLA (6.0mg/kg, i.p.) 投与によって有意に抑制された 
(39.1 ± 4.1 %, p < 0.01 vs. control, p > 0.01 vs. BCCAO and p < 0.01 vs. SAK3 (0.5 
mg/kg, p.o.)-administered BCCAO; Fig. 3)。また、MLA (6.0 mg/kg, i.p.) 投与は対照
群マウスの神経細胞数に影響を与えなかった (Fig. 3)。以上の結果から、SAK3 







Fig. 2. Experimental design in the present study. 
Experiment I: Animals were subjected to the Y-maze task at 8 days, novel object 
recognition task at 9 days, and the step-through passive avoidance task at 10 and 11 days 
after BCCAO ischemia. Histopathologic analysis using PI staining was assessed at 11 
days after BCCAO ischemia. Experiment II: 30 min after SAK3 (0.5 mg/kg, p.o.) 
administration, mice were dissected or perfusion-fixed for western blotting and 





Fig. 3. Neuroprotective effect of SAK3 against BCCAO ischemia via nAChR 
stimulation. 
(Top) Representative histological sections of the hippocampus in control, vehicle-
administered BCCAO, SAK3 (0.1, 0.5 or 1.0 mg/kg, p.o.)-administered BCCAO mice or 
SAK3 (0.5 mg/kg, p.o.)-administered BCCAO mice treated with MLA. Scale bars: low 
magnification, 500 μm; high magnification, 100 μm. (Bottom) Cell viability is analyzed 
and expressed as percentages of the average number of viable cells from control mice in 
the hippocampal CA1 region (n = 12-23 per group). Error bars represent SEM. ** p < 
0.01 vs. control mice. ## P < 0.01 vs. vehicle-administered BCCAO mice. †† P < 0.01 vs. 
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SAK3 (0.5 mg/kg, p.o.)-administered BCCAO mice. MLA: methllycaconitine (6.0 mg/kg, 
i.p.) treatment, SAK3 (0.1): SAK3 (0.1 mg/kg, p.o.) administration, SAK3 (0.5): SAK3 
(0.5 mg/kg, p.o.) administration, SAK3 (1.0): SAK3 (1.0 mg/kg, p.o.) administration, 
















 2-2.2. SAK3 投与は BCCAO マウスの記憶・学習障害を改善する。 




(Alternations (%)) は  SAK3 (0.5 or 1.0 mg/kg, p.o.) 投与により改善した 
(BCCAO: 54.8 ± 2.9 %, p < 0.01 vs. control; BCCAO + SAK3 0.5 mg/kg: 74 ± 2.3 %, 
p > 0.05 vs. control and p < 0.01 vs. BCCAO; BCCAO + SAK3 1.0 mg/kg: 68.8 ± 2.9 %, 
p > 0.05 vs. control and p < 0.05 vs. BCCAO; Fig. 4A)。 
受動回避試験において、BCCAO マウスでは対象群に比べ latency time が
有意に減少したが、SAK3 (0.5 or 1.0 mg/kg, p.o.) 投与により改善した (BCCAO: 
63.9 ± 13.1, p < 0.01 vs. control; BCCAO + SAK3 0.5 mg/kg: 205.5 ± 18.9, p > 0.05 vs. 
control and p < 0.01 vs. BCCAO; BCCAO + SAK3 1.0 mg/kg: 220.8 ± 23.2, p > 0.05 
vs. control and p < 0.01 vs. BCCAO; Fig. 4B)。 
新奇物体認識試験では、trail session では各群において両物体に対する接触
割合に変化はなかった (Fig. 4C)。Test session では、対照群が新奇物体に対する
接触割合が多いのに対し、BCCAO マウスは新奇物体を識別出来なかった (Fig. 
4D)。SAK3 (0.1, 0.5 or 1.0) 投与により、BCCAO マウスの識別能が改善した (Fig. 
4D)。 
これらの SAK3 (0.5 mg/kg, p.o.) 投与による行動障害改善効果は MLA (6.0 
mg/kg, i.p.) 投与により完全に消失した (alternations in Y-maze task: 52.9 ± 2.6 %, 
p < 0.01 vs. control, p > 0.05 vs. BCCAO and p < 0.01 vs. SAK3 (0.5 mg/kg, p.o.)-
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administered BCCAO; retention time in passive avoidance task: 79.9 ± 16.1, p < 0.01 
vs. control, p > 0.05 vs. BCCAO and p < 0.01 vs. SAK3 (0.5 mg/kg, p.o.)-administered 
BCCAO; Fig. 4)。また、MLA (6.0 mg/kg, i.p.) は対照群マウスの記憶・学習能に












Fig. 4. Oral SAK3 administration improves memory deficits in BCCAO mice. 
(A) Alternation in a Y-maze task was assessed at 8 days after BCCAO (n = 6-19 per 
group). Error bars represent SEM. ** p < 0.01 vs. control mice. # P < 0.05 vs. vehicle-
administered BCCAO mice. ## P < 0.01 vs. vehicle-administered BCCAO mice. †† P < 
0.01 vs. SAK3 (0.5 mg/kg, p.o.)-administered BCCAO mice. (B) Latency time in a 
passive avoidance task as memory retention was measured at 11 days after BCCAO 
ischemia (n = 6-19 per group). Error bars represent SEM. ** p < 0.01 vs. control mice. 
## P < 0.01 vs. vehicle-administered BCCAO mice. †† P < 0.01 vs. SAK3 (0.5 mg/kg, 
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p.o.)-administered BCCAO mice. (C) No differences were observed in the trial session 
between groups (n = 6-19 per group). (D) The decreased discrimination index in BCCAO 
mice was improved by SAK3 (0.5 or 1.0 mg/kg, p.o.) administration via α7 nAChR 
signaling in the test session (n = 6-19 per group). Error bars represent SEM. *p < 0.05 vs. 













2-2.3. SAK3 急性投与はマウス海馬 CA1 領域の Akt リン酸化反応を亢進する。 
過去の報告から、nAChR による神経保護作用には Akt および mitogen-
activated protein kinase (MAPK) シグナルが関与する (Akaike et al., 2010; Takada-
Takatori et al., 2009; Zdanowski et al., 2015)ことが知られる。そこで、SAK3 (0.5 
mg/kg, p.o.) 投与が Akt および ERK 1/2 リン酸化反応を亢進するか免疫ブロッ
ト法により検討した。無処置マウスに SAK3 (0.5mg/kg, p.o.) を急性投与した結
果、 30 分後の海馬 CA1 領域では Akt リン酸化反応が有意に亢進していた 
(Ser-473: 141.3 ± 1.7 % of control, p < 0.01 vs. control; Thr-308: 198.5 ± 1.2 % of control, 
p < 0.01 vs. control; Fig. 5A)。SAK3 (0.5 mg/kg, p.o.) による Akt リン酸化亢進作
用は M1 mAChR 選択的阻害薬 PZ (10 mg/kg, i.p.) では抑制されず、非選択的 
nAChR 阻害薬 MEC (1.0 mg/kg, i.p.) および α7 nAChR 選択的阻害薬 MLA (6.0 
mg/kg, i.p.) によって有意に抑制された (Ser-473: MLA, 99.4 ± 5.2 % of control, p > 
0.05 vs. control, p < 0.01 vs. SAK3 administration; MEC, 105.2 ± 4 % of control, p > 
0.05 vs. control, p < 0.01 vs. SAK3 administration; Thr-308: : MLA, 117.7 ± 10.2 % of 
control, p > 0.05 vs. control, p < 0.05 vs. SAK3 administration; MEC, 120.6 ± 6.2 % of 
control, p > 0.05 vs. control, p < 0.05 vs. SAK3 administration; Fig. 5A)。BCCAO 虚
血 24 時間後の海馬 CA1 領域では Akt のリン酸化反応が有意に低下していた 
(Ser-473: 67.8 ± 6.1 % of control, p < 0.01 vs. control; Thr-308: 62.8 ± 3 % of control, p 
< 0.05 vs. control; Fig. 5B: Ser-473: 73.6 ± 7.7 % of control, p < 0.05 vs. control; Thr-
308: 66.5 ± 8.7 % of control, p < 0.05 vs. control; Fig. 5C)。SAK3 (0.5 mg/kg, p.o.) 投
与は  BCCAO マウス海馬で低下した  Akt リン酸化反応を有意に亢進した 
(Ser-473: 130.9 ± 6.3 % of control, p < 0.01 vs. control, p < 0.01 vs. BCCAO; Thr-308: 
169.4 ± 5.8 % of control, p < 0.01 vs. control, p < 0.01 vs. BCCAO; Fig. 5B: Ser-473: 
152.4 ± 7.1 % of control, p < 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. BCCAO; Thr-308: 149.8 ± 
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12.5 % of control, p < 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. BCCAO; Fig. 5C)。無処置マウス
の結果と同様に、SAK3 (0.5 mg/kg, p.o.) 投与による Akt リン酸化反応改善作用
は MEC (1.0 mg/kg, i.p.) および MLA (6.0 mg/kg, i.p.) 処置により抑制されたが、
PZ (10 mg/kg, i.p.) では抑制されなかった (Ser-473: MLA, 102.1 ± 4.3 % of control, 
p > 0.05 vs. control, p < 0.05 vs. BCCAO, p < 0.01 vs. SAK3 (0.5 mg/kg, p.o.)-
administered BCCAO; MEC, 76.6 ± 8.8 % of control, p > 0.05 vs. control, p > 0.05 vs. 
BCCAO, p < 0.01 vs. SAK3 (0.5 mg/kg, p.o.)-administered BCCAO; Thr-308: MLA, 
133.7 ± 5.5 % of control, p > 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. BCCAO, p < 0.01 vs. SAK3 
(0.5 mg/kg, p.o.)-administered BCCAO; MEC, 125.3 ± 10.3 % of control, p > 0.05 vs. 
control, p < 0.01 vs. BCCAO, p < 0.01 vs. SAK3 (0.5 mg/kg, p.o.)-administered BCCAO; 
Fig. 5C)。 
一方、全群間で ERK1/2 のリン酸化反応に変化はなかった (Fig. 5D, F)。 




Fig. 5. Oral SAK3 administration elevates basal and reduced Akt but not ERK1/2 
phosphorylation levels in naive and ischemic hippocampus. 
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(A, B, C) Representative images of western blots indicated by antibodies against 
phosphorylated Akt (Ser-437), phosphorylated Akt (Thr-308) and Akt in the hippocampal 
CA1 region in naïve and BCCAO mice (top). Densitometric quantitation of 
phosphorylated Akt at Ser-473 and Thr-308 related to total Akt protein levels (bottom: n 
= 4-5 per group). Error bars represent SEM. (A) ** p < 0.01 vs. control mice. # P < 0.05 
vs. SAK3 (0.5 mg/kg, p.o.)-administered control mice. ## P < 0.01 vs. SAK3 (0.5 mg/kg, 
p.o.)-administered control mice. (B, C) * p < 0.05 vs. control mice. ** p < 0.01 vs. control 
mice. # P < 0.05 vs. vehicle-administered BCCAO mice. ## P < 0.01 vs. vehicle-
administered BCCAO mice. †† P < 0.01 vs. SAK3 (0.5 mg/kg, p.o.)-administered 
BCCAO mice. (D, E) Representative images of western blots labeled with antibodies 
against phosphorylated ERK (Thr-202/Tyr-204) and ERK in the hippocampal CA1 region 
(top). No differences were observed in phosphorylated ERK/total ERK ratio between all 
animal group (bottom: n = 4-5). Error bars represent SEM. MEC: mecamylamine (1.0 
mg/kg, i.p.) treatment, MLA: methllycaconitine (6.0 mg/kg, i.p.) treatment, PZ: 
pirenzepine (10 mg/kg, i.p.) treatment, SAK3 (0.5): SAK3 (0.5 mg/kg, p.o.) 





2-2.4. SAK3 は BCCAO マウス海馬 CA1 領域の錐体神経細胞において低下し
た Akt リン酸化反応を改善する。 
次に、免疫組織化学染色法を用いて、SAK3 (0.5 mg/kg, p.o.) 投与は BCCAO 
マウス海馬 CA1 領域の錐体神経細胞において Akt リン酸化反応を改善するか
について検討した。 
BCCAO 虚血 24 時間後では、海馬 CA1 領域の NeuN 陽性神経細胞にお
けるリン酸化 Akt (Ser-473) の免疫蛍光反応が低下していた (Fig. 6)。また SAK3 
(0.5mg/kg, p.o.) 投与により、低下したリン酸化 Akt 免疫反応が改善した (Fig. 6)。
さらに、SAK3 (0.5mg/kg, p.o.) 投与による免疫反応の改善作用は MLA (6.0mg/kg, 









Fig. 6 Acute SAK3 improves decreased Akt phosphorylation in CA1 pyramidal 
neurons in BCCAO mice via α7 nAChR stimulation. 
(A)Representative images of fluorescence immunostaining using phospho-Akt (Ser-473: 
green) and NeuN (red) antibodies. Phosphorylated Akt immunoreactivity was decreased 
in the hippocampal CA1 NeuN-positive neurons 24 hours after BCCAO ischemia. MLA 
pretreatment prevented SAK3-elevated immunoreactivity of Akt phosphorylation in 
hippocampal CA1 neurons. Scale bars: 20 μm. (B)Fluorescence intensities were 
measured in the hippocampal CA1 region. Immunofluorescent intensities of 
phosphorylated Akt were significantly decreased in CA1 pyramidal cells without change 
of that of NeuN immunoreactivity (n= 4-5 per group). MLA: methyllycaconitine (6.0 
mg/kg, i.p.) treatment, SAK3 (0.5): SAK3 (0.5 mg/kg, p.o.) administration, Veh: vehicle 
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administration.  Error bars represent SEM. **p < 0.01 vs. control mice. #P < 0.05 vs. 
vehicle-administered BCCAO mice.†p < 0.05 vs. SAK3 (0.5 mg/kg, p.o.)-administered 




2-2.5. α7 nAChR とリン酸化 Akt は海馬 CA1 領域錐体神経細胞に局在する。 
免疫組織化学染色法を用いて、海馬 CA1 領域錐体神経細胞における α7 
nAChR とリン酸化 Akt の発現を検討した。海馬 CA1 領域において、α7 nAChR 
は広く分布していたが、特に錐体神経細胞の細胞体に強い発現がみられた (Fig. 
7)。リン酸化 Akt の免疫蛍光反応も海馬 CA1 領域錐体神経細胞の細胞体に局
在しており、α7 nAChR との共局在がみられた (Fig. 7)。 
以上の結果から、SAK3 は海馬 CA1 領域の錐体神経細胞体に発現している 











Fig. 7. Phosphorylated Akt and α7 nAChR fluorescence immureactivities are co-
localized in the hippocampal CA1 neurons. 
Fluorescence images indicated by phospho-Akt (Ser-473: green) and α7 nAChR (red) 
antibodies. Immuno reactivities of both phospho-Akt and α7 nAChR are localized in 
hippocampal CA1 pyramidal neurons. Scale bars: low magnification, 20 μm; high 









本研究では、SAK3 が BCCAO 虚血によるマウスの記憶・学習障害を改善
し、海馬 CA1 領域の神経細胞死を抑制することを示した。また、SAK3 は 
mAChR ではなく、nAChR を介し無処置および BCCAO マウス海馬 CA1 領域
の Akt リン酸化反応を亢進した。加えて、α7 nAChR とリン酸化 Akt は海馬 
CA1 領域錐体神経細胞の細胞体で共局在することが証明された。 
α7 nAChR 活性化による神経保護作用には、Akt の活性化が必須である 
(Akaike et al., 2010; Wellons et al., 2000)。α7 nAChR は非受容体型チロシンキナー
ゼである Fyn および成長促進酵素ヤーヌス活性化キナーゼ 2 janus-activated 
kinase 2 (JAK2) と相互作用しており、受容体を刺激すると Phosphatidylinositol 3-
kinase (PI3K) が活性化し、Akt リン酸化反応が亢進する (Kihara et al., 2001; Shaw 
et al., 2002)。また、ニコチンは PC12 細胞において、JAK2 を活性化させること
が報告されている。実際に、ラット初代培養神経細胞ではニコチン処置によって 
Akt リン酸化反応が亢進し、この作用は  α7 nAChR 選択的阻害薬  α-
bungarotoxin、Fyn 阻害薬 PP2、JAK2 阻害薬 AG-490 および PI3K 阻害剤であ
る LY294002 と wortmannin 処置により抑制される (Akaike et al., 2010; Wellons 
et al., 2000)。ニコチン処置により活性化された Akt は、抗アポトーシス因子 Bcl-
2 を誘導し、グルタミン酸 (1 mM) 誘発性神経細胞死を抑制する(Kihara et al., 
2001)。また、培養海馬スライスを用いた実験では、リポポリサッカライドとア
ンチマイシン-A が誘導する酸化ストレス障害に対し、α7 nAChR 特異的アゴニ
ストである PNU282987 は Akt-Nrf2 シグナルを介し HO-1 蛋白質を誘導する
ことで抗酸化作用を示した (Navarro et al., 2015)。本研究では、 SAK3 は BCCAO 
マウス海馬 CA1 領域の錐体神経細胞において α7 nAChR を介し Akt リン酸
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化反応を亢進した。SAK3 は海馬 CA1 領域において ACh 遊離を促進するため 
(Yabuki et al., 2017c)、遊離された ACh が神経細胞の α7 nAChR を活性化する
と考えられる。一方、ミクログリアやアストロサイトに局在する α7 nAChR の
活性化は、抗炎症性サイトカイン遊離の促進、または炎症性サイトカイン遊離を
抑制することで神経保護作用を示す (Di Cesare Mannelli et al., 2015; Dixon and 
Shin, 2015)。また、α4 nAChR を含む他のサブタイプの nAChR 活性化による細
胞保護作用の詳細な機序については未だ明らかになっていない(Takada-Takatori 
et al., 2009; Akaike et al., 2010; Wellons et al., 2000)。今後、SAK3 の神経保護作用
の詳細なメカニズムを検討する必要がある。 
α7 nAChR 活性化による神経保護作用には ERK シグナルの関与が示唆さ
れている。ラット初代培養神経細胞にドネペジル (10μM) を 4 日間処置すると、
α7 nAChR 発現量が上昇し、受容体感受性が亢進した (Kume et al., 2005; Takada-
Takatori et al., 2008)。その結果、低濃度のドネペジル (0.01μM) を作用させても、
グルタミン酸 (1 mM) が誘発する神経細胞死を抑制する (Kume et al., 2005;  
Takada-Takatori et al., 2008)。これらのドネペジル長期処置による作用は  α7 
nAChR および MAPK/ERK 阻害薬により抑制された (Kume et al., 2005; Takada-
Takatori et al., 2008)。一方、ニコチン (10μM, 24 時間) 処置による神経保護効果
は MAPK/ERK 阻害薬では抑制されなかった (Kihara et al., 2001)。従って、ERK 
シグナルは長期的に α7 nAChR が刺激されることで活性化され、受容体発現お
よび感受性を亢進させることで間接的に α7 nAChR の神経保護作用を増強する
と考えられる。一方、本研究において  SAK3 (0.5mg/kg p.o.) 急性投与では 
BCCAO マウス海馬 CA1 領域の ERK1/2 リン酸化反応は変化しなかった。無
処置マウスに ST101 を 1.0mg/kg 濃度で腹腔内投与または 0.1mg/kg の濃度で
経口慢性投与しても ERK1/2 活性に変化はなかった (Han et al., 2008; Yamamoto 
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et al., 2013)。また、対照群と比較し、BCCAO 虚血 24 時間後の海馬 CA1 領域
では ERK1/2 リン酸化反応に変化はなかった。故に、一過性脳虚血に対する 
SAK3 の神経保護作用は MAPK/ERK シグナルに影響されないと考えられる。 
SAK3 は T 型カルシウムチャネルを賦活化し、マウス海馬 ACh 遊離を促
進することで認知機能を改善する (Yabuki et al., 2017c)。T 型カルシウムチャネ
ルは低閾値で活性化し、短時間一過性に開口する特徴的な電位依存性カルシウ
ムチャネルであり、細胞内カルシウムホメオスタシスに重要な役割を果たして
いる (Carbone and Lux, 1984)。脳には CACNA1G (Cav3.1), CACNA1H (Cav3.2) お
よび CACNA1I (Cav3.3) 全てのサブタイプが発現している (Talley et al., 1999)。
脳虚血超急性期における過剰なカルシウム流入は神経細胞の興奮毒性を引き起
こし、神経細胞死を誘導することから (Berliocchi et al., 2005; Bano and Nicotera, 
2007)、T 型カルシウムチャネル阻害薬の神経保護効果が検討されている。ラッ
ト培養海馬スライスにおいて、oxygen-glucose deprivation (OGD) 処置の 5 分前
に T 型カルシウムチャネル阻害薬である mibefradil (1-10 μM)、kurtoxin (350-500 
nM)、nickel (50 μM)、zinc (1 μM) および pimozide (1 μM) を付加することで神経
細胞死が抑制される (Nikonenko et al., 2005)。また、10 分間の BCCAO 虚血 6 
時間前に、脳室内に mibefradil または pimozide を注入することによりラット海
馬 CA1 領域における神経細胞死が抑制された (Bancila et al., 2011)。本研究では 
20 分間 BCCAO 虚血の 24 時間後から SAK3 を投与することで海馬 CA1 領
域の神経細胞が保護された。この矛盾は薬剤投与のタイミングが原因であると
考えられる。実際に、 mibefradil と nickel を OGD の 3 時間または 6 時間後
に処置してもラット培養海馬スライスにおける神経細胞死は抑制されない




や zinc 等の T 型カルシウムチャネル阻害剤は L 型カルシウムチャネルやナ
トリウムチャネル、カリウムチャネルに親和性を持つことが報告されている 
(Liu et al., 1999; Bloc et al., 2000; McNulty and Hanck, 2004)。以上のことから、脳
虚血亜急性期においては、T 型カルシウムチャネル賦活化薬 SAK3 は神経保護
的に作用すると考えられる。 
SAK3 は T 型カルシウムチャネルを過剰発現させた neuro2A 細胞に対し、
0.1 nM の濃度を最大としてチャネル電流を増大させる (Yabuki et al., 2017c)。ま
た、SAK3 (0.5mg/kg p.o.) 急性投与によるマウス海馬 ACh 遊離促進作用は T 型
カルシウムチャネル特異的阻害薬である NNC55-0396 処置または Cav3.1 遺伝
子欠損により有意に抑制される(Yabuki et al., 2017c)。さらに、SAK3 (1.0 mg/kg, 
p.o.) 経口投与後、脳内濃度は二時間以内にピークに達し、Cmax は約 6 nM に
なることを確認している。よって、SAK3 (0.5 mg/kg, p.o.) 投与は脳内 T 型カル
シウムチャネルを賦活化するのに十分な濃度であると考えられる。Neuro 2A 細
胞に SAK3 各濃度を処置し、細胞死を確認したところで、4 μM の高濃度で細
胞の生存率が有意に低下した（データで示してない）。また、SAK3 は国立研究
開発法人日本医療研究開発機構から支援を受け、ラットとイヌを用いた GLP レ
ベルでの毒性試験を行った。その結果、経口投与で 30 mg/kg の SAK3 の中枢
神経系及び心血管系に対する明らかな毒性効果はない、高い安全性を確認され
た。 
以上をまとめると、本研究では T 型カルシウムチャネル賦活薬 SAK3 が
一過性脳虚血誘発性神経細胞死を抑制することを示した。SAK3 は海馬 CA1 領




る (Fig. 8)。 
 
Fig.8. Hypothesis of mechanism underlying neuroprotectective effect of T-type 
calcium channel enhancer SAK3 against transient brain ischemia. 
SAK3 stimulates T-type calcium channel located in cholinergic terminals and then 
promotes ACh release in the mouse hippocampus. SAK3-evoked ACh enhances Akt 
activity through stimulating α7 nAChR in the hippocampal CA1 pyramidal neurons. 
(modified form Yabuki et al, 2017) 
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第 3 章 SAK3 の神経新生促進作用 
3-1. 緒言 
これまで成体脳には神経新生が起こらないと考えられていたが、近年の研
究から、 海馬歯状回顆粒下帯 subgranular zone（SGZ）と脳室下帯 subventricular 
zone (SVZ) に神経幹細胞の存在が確認された (Altman and Das, 1965; Altman and 
Das, 1965; Gage, 2000)。神経幹細胞は学習や豊かな環境でその増殖頻度が上昇し、
逆にストレスや加齢によって低下する (Cameron and McKay, 1999; Gould et al., 
1998)。これらの研究結果から、神経新生の抑制が脳の老化の促進、ストレスに
対する脆弱性につながると考えられる。SGZ での新生細胞は一部海馬歯状回顆
粒細胞層 dentate gyrus (DG) に移動し、神経ネットワークの維持と構築に寄与す
る可能性が高い (Eriksson et al., 1998)。 
うつ病様行動は、アルツハイマー病の周辺症状のひとつで、その発症メカニ
ズムは今でも不明である。DG における神経新生はうつ病様行動に関与すること
が知られている (Bremner et al., 2004)。 例えば、フルオキセチンやイミプラミン
などの抗うつ薬は、ストレス与えられたマウスやラットの海馬における神経新
生障害を回復させる (Malberg and Duman, 2003)。また、これらの抗うつ薬の投与
は、海馬 DG の神経細胞増殖を増加させる (Malberg et al., 2000)。さらに、マウ
スの海馬領域に X 射線で照射することで神経新生が阻害され、抗うつ薬の効果
が消失することが示されている (Santarelli et al., 2003)。 
BDNF ノックアウトマウスは野生型マウスに比べ神経新生が低下し、うつ
病様行動がみられることが確認された(Lee et al., 2002) 。また慢性ストレスは、
マウスの海馬 CA3 領域の錐体細胞層および顆粒細胞層における BDNF mRNA の
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発現を減少させることが分かっている (Lee et al., 2002; Smith et al., 1995) 。この
ようにうつ病様行動の発症には BDNF の低下による、神経新生障害が関与する
と考えられる。 


















3-2.1. OBX マウスのうつ症状は SAK3 の慢性投与によって改善される 
実験は図に示したスケジュールに従い行った (Fig. 9)。OBX マウスのうつ病
様行動に対する SAK3 の慢性投与の効果を確認するため、マウス嗅球摘出手術
の 2 週間後から、SAK3 を 0.1、0.5 または 1.0mg/kg (p.o.) で 14 日間慢性投与し、
行動試験を行った(Li et al., 2009; Young et al., 2007)。その結果、SAK3 は尾懸垂試
験［F (5,30) ＝5.197、P＜0.01；Fig.10A］、強制水泳試験［F (5,30) ＝14.014、P
＜0.01；Fig.10B］、およびショ糖嗜好性試験に［F (5,30) ＝5.992、P＜0.01；Fig.10C］
において、有意な改善効果が認められた。 
うつ病様行動を評価する OBX マウスの不動時間は、尾懸垂試験 (111.3 ± 
17.4s、p＜0.01 vs. control; Fig.10A) および強制水泳試験 (141.4 ± 15.2s、p＜0.01 
vs. control; Fig.10B) のいずれにおいても、対照群マウスに比べて有意に増加した。
ショ糖嗜好性試験では、OBX マウスはショ糖嗜好性の低下を示した (55.5±1.9s、
p＜0.01 vs. コントロール；Fig.10C)。SAK3 の慢性投与は、OBX マウスに見られ
たうつ病様行動を有意に改善した (TST:0.1 mg/kg: 74.2 ± 18.8 s, p > 0.05 vs. control, 
p < 0.05 vs. OBX; 0.5 mg/kg: 45.4 ± 8.4 s, p > 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. OBX; 1.0 
mg/kg; 43.3 ± 6.3 s, p > 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. OBX; FST: 0.1 mg/kg: 92.8 ± 14.0 
s, p > 0.05 vs. control, p < 0.05 vs. OBX; 0.5 mg/kg: 64.1 ± 9.9 s, p > 0.05 vs. control, p 
< 0.01 vs. OBX; 1.0 mg/kg; 61.2 ± 11.0 s, p > 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. OBX; SPT : 
0.1 mg/kg: 64.7 ± 3.7 s, p > 0.05 vs. control, p < 0.05 vs. OBX; 0.5 mg/kg: 69.9 ± 3.4 s, 
p > 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. OBX; 1.0 mg/kg; 74.8 ± 2.7s, p > 0.05 vs. control, p < 
0.01 vs. OBX; Fig. 3)。  
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さらに、OBX マウスに対する SAK3 の改善効果は T 型カルシウムチャネル
阻害剤 NNC 55-0396(12.5 mg/kg、i.p)の処置によって、有意に遮断した(TST: 100.0 
± 12.6s, p < 0.01 vs. control; FST: 146.9± 5.1s, p < 0.01 vs. SAK3 0.5mg/kg, SPT: 52.9± 











Fig. 9. Diagrams of the experimental schedule. 
(top) Vehicle (water) or SAK3 (0.1, 0.5 or 1.0 mg/kg, p.o) were administered for 14 days 
once daily 2 weeks after OBX. The inhibitor NNC was injected before the treatment of 
SAK3. Mice were injected with BrdU once a day for consecutive 5 days. (mid) To 
evaluate the effect of SAK3 (0.5 mg/kg, p.o) on cell proliferation, mice were treated with 
twice BrdU between 12 hours intervals 24 hours after SAK3 administration. (under) To 
evaluate the effect of SAK3 (0.5 mg/kg, p.o) on cell survival, mice were injected with 
BrdU (three times daily on three consecutive days) and then administered with SAK3 (0.5 





Fig. 10 Effects of SAK3 on depressive-like behaviors in OBX mice. 
(A, B) Reduction of immobility time in TST (A) and FST (B) were improved by chronic 
SAK3 administration (n = 6-7 in each group). (C) Chronic SAK3 administration rescued 
decrease in SPT in OBX mice (n = 6-7 in each group). Error bars represent SEM. *p < 
0.05 vs. control, **p < 0.01 vs. control, #p < 0.05 vs. OBX mice, ##p < 0.01 vs. OBX 




3-2.2. OBX マウスの SGZ における神経新生障害が SAK3 の慢性投与によって改
善される 
次に、OBX マウスの海馬 DG における神経新生障害に対する SAK3 の効果
を評価した。海馬 DG において、BrdU 陽性細胞数を定量したところ、有意な効
果が認められた [F (5, 41) =22.427, P < 0.001; Fig.11]。一方 OBX マウスでは、対
照群マウスに比べて、BrdU 陽性細胞数が有意に減少しており、神経新生障害が
示された (72.5 ± 5.2, p < 0.05 vs. control; Fig. 11)。また OBX マウスの海馬 DG に
おける BrdU 陽性細胞数の減少が SAK3 の慢性投与によって、有意に改善された 
(0.1 mg/kg: 93.9 ± 7.6, p > 0.05 vs. control, p < 0.05 vs. OBX; 0.5 mg/kg: 129.0 ± 6.9, p 
> 0.05 vs. control, p < 0.01 vs. OBX; 1.0 mg/kg; 128.1 ± 6.6, p > 0.05 vs. control, p < 
0.01 vs. OBX Fig. 11)。 
さらに、T 型カルシウムチャネル阻害剤 NNC 55-0396 (12.5 mg/kg、i.p.) の
処置によって、OBX マウスに対する SAK3 の神経新生改善効果が有意に阻害さ
れた(73.4± 7.0, p < 0.05 vs. control； Fig. 11)。 









Fig. 11 Effects of SAK3 on impaired hippocampal neurogenesis in OBX mice.  
(A) Representative images taken by confocal microscopy show double staining for BrdU 
(green), NeuN (red) and merged images in the hippocampal DG region in all groups. (B) 
Quantitative analyses of the number of BrdU-positive cells in the DG (n = 8 per group). 
Error bars represent SEM. **p < 0.01, #p < 0.05 vs. OBX mice, ##p < 0.01 vs. OBX mice, 





3-2.3. SAK3 は OBX マウスの海馬 DG におけるカルシウム依存性シグナル伝達
と CREB/BDNF 経路の低下を回復させる。 
CREB/BDNF 経路は、成体の神経新生において最も重要なシグナル経路
である (Jover et al., 2002)。カルシウム/カルモジュリン依存性プロテインキナー
ゼ II (CaMKII) および CaMKIV は、CREB を Ser-133 リン酸化し、CREB を介
した転写を誘発することが明らかになっている (Malberg et al., 2004)。そこで、免
疫ブロット法を用い、SAK3 (0.5 mg/kg, p.o. )を投与による OBX マウス海馬 DG 
における CaMKII/CaMKIV/CREB のリン酸化反応と BDNF タンパク質発現レ
ベルを評価した。その結果、CaMKII (Thr-286) [F (3,12) =25.718, P < 0.001; Fig. 12B] 
及び CaMKIV (Thr-196) の自己リン酸化レベル [F (3,12) =14.651, P < 0.001; Fig. 
12B]、リン酸化 CREB (Ser-133) [F (3,12) =27.167, P < 0.001; Fig. 12B]、BDNF [F 
(3,12) =28.252, P < 0.001; Fig. 12D] 及びリン酸化 Akt [Ser-473: F (3,12) =25.625, P 
< 0.001; Thr-308: F (3,12) =19.606, P < 0.001; Fig. 12 F]は有意な効果が認められた。 
OBX マウスの海馬 DG では、CaMKII と CaMKIV の自己リン酸化レベル
及び CREB のリン酸化反応は対照群マウスに比べて有意に減少した (CAMKII: 
43.9± 7.3%, p < 0.01 vs. control; CAMKIV: 82.33 ± 3.8%, p < 0.01 vs. control; CREB: 
62.7 ± 9.4%, p < 0.01 vs. control mice; Fig. 12A, B)。また、BDNF タンパク質発現量
が低下した (40.7 ± 5.2%, p < 0.01 vs. control mice; Fig. 5C)。さらに、OBX DG に
おいて、BDNF シグナル伝達の下流の標的の一つである Akt (Dranovsky and Hen, 
2006) の Ser-473 と Thr-308 のリン酸化反応は、どちらも減少していることが確
認された(Ser-473 105.3 ± 4%, p < 0.01 vs. control mice; Thr-308: 45.6 ± 10%, p < 0.01 
vs. control mice; Fig. 12E, F)。阻害された神経新生の改善作用と一致し、SAK3（0.5 
mg/kg、p.o.）の投与は、OBX マウスの海馬 DG における CaMKII、CaMKIV お
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よび CREB のリン酸化レベルおよび BDNF のタンパク質発現量の低下を有意
に回復させた (CAMKII:13.3 ± 18.0%, p < 0.01 vs. OBX mice; CAMKIV: 91.9 ± 6.0%, 
p < 0.01 vs. OBX mice; CREB: 117.0 ± 12.0%, p < 0.01 vs. OBX mice; BDNF: 125.2 ± 
27.2%, p < 0.01 vs. OBX mice; Fig. 12A, B, C, D)、さらに、Akt リン酸化レベルの
低下も改善された (Ser-473: 142.3± 8.4%, p < 0.01 vs. OBX mice; Thr-308: 115.1± 
10.3%, p < 0.01 vs. OBX mice; Fig. 12E, F)。また、SAK3 (0.5 mg/kg、p.o. ) 投与に
よるこれらの改善効果は、NNC 55-0396 (12.5 mg/kg、i.p.) の処置によって完全に
遮断された (CAMKII: 65.1± 5.2%, p < 0.01 vs. control mice; CAMKIV : 68.8 ± 5.2%, 
p < 0.01 vs. control mice; CREB:53.5 ± 5.2%, p < 0.01 vs. control mice; BDNF : 57.1 ± 
11.1%, p < 0.01 vs. control mice; Akt Ser-473: 110.9 ± 9.0%, p < 0.01 vs. control mice; 
Akt Thr-308:, 60.8 ± 9.8%, p < 0.01 vs. control mice; p < 0.01; Fig. 12). 
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Fig. 12 Effects of SAK3 on decreased intracellular signaling related to neurogenesis 
in OBX DG. 
(A, C, E) Representative images of immunoblots using antibodies against phosphorylated 
and/or total protein investigated in the present study. (B, D, F) Quantitative analyses of 
phosphorylated protein levels normalized by each total protein levels (B, F). Expression 
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levels of BDNF were normalized by immunoreactivity of β-tubulin (n = 6 per group). 
Error bars represent SEM. **p < 0.01, ##p < 0.01 vs. OBX mice, ††p < 0.01 vs. SAK3 



















細胞の増殖と生存に対して SAK3 の効果を検討した。 
実験はスケジュールで示すように行った(Fig. 13)。まず、細胞増殖の測定
では、野生型マウスに SAK3 を投与し、BrdU を２回投与 12 時間後にマウス海
馬ＤＧにおける BrdU 陽性細胞数をカウントした。(Saul et al., 2014)。その結果、
野生型マウスの海馬 DG において、BrdU 陽性の神経幹細胞は SAK3 の急性投与







Fig. 13 SAK3 enhances cell proliferation in newborn cells in the hippocampal DG. 
(A) Experimental designs in cell proliferation were shown. (B) Representative images 
indicate double staining for BrdU (green), NeuN (red) and merged images in the 
hippocampal DG region. (C) Quantification of numbers of BrdU-positive cells (n = 10 







一方、神経幹細胞の生存については、マウスに 4 時間ごとに 3 日間 BrdU
を腹腔内投与し、2 週間後に BrdU の取込まれている細胞を定量した(Fig. 14)。
その結果、SAK3 の慢性投与により海馬歯状回における神経幹細胞の生存が増強
された(Survival: BrdU: 118.1± 11.1, p < 0.05 vs. control mice；merge/BrdU: 59.4± 2.5％, 












Fig. 14 SAK3 enhances cell survival in newborn cells in the hippocampal DG. 
(A) Experimental designs in cell survival were shown. (B) Representative images indicate 
double staining for BrdU (green), NeuN (red) and merged images in hippocampal DG 
region. Quantification of numbers of (C) BrdU-positive cells and (D) BrdU/NeuN double-
positive cells (n = 10 per group). Error bars represent SEM. *p < 0.05 vs. control, **p < 









めると 40％-50％とされている (Ikeda et al., 2004)。一方、うつ病の既往症の患者
において、AD 発症のリスクは 1.7 倍になる (Robert et al., 2003)。本研究では、
SAK3 は認知機能障害を改善し、OBX マウスに対して、SAK3 の抗うつ効果があ
ることを明らかにした。さらに、以下の結果が得られた。1) SAK3 は OBX マウ
スの T 型カルシウムチャネルを介して海馬の神経新生を亢進させる、2) SAK3 は
CaMKII と CaMKIV の自己リン酸化を改善し、OBX マウスの DG における
CREB/BDNF シグナル伝達を亢進する、3) SAK3 は海馬 DG 領域の新生細胞の増
殖と生存を促進する。 
また、L 型カルシウムチャンネルのサブタイプである CaV1.3 ノックアウトマ
ウスでは、海馬 DG において 1 型幹細胞が減少する (Völkening et al., 2018)。
CaV1.2 ノックアウトマウスの海馬 DG 領域において、細胞増殖の低下と未熟ニ
ューロン数の減少が観察されている(Temme et al., 2016)。私達の結果とこれまで
の報告を総合すると、細胞内カルシウム流入は海馬の神経新生に重要な役割を
果たしていることが示唆される (Toth et al., 2016) 。 
本研究では、SAK3 が海馬 DG の T 型カルシウムチャネルを刺激することで、
神経新生の低下を改善することを明らかした。当研究室では T 型カルシウムチ
ャネルは発現し，新たに生成された顆粒細胞において低閾値のカルシウムスパ






を促進することが示されており (Campoy et al., 2016; N. R. Campbell et al., 2010)、
逆に、コリン作動性システムの機能不全が神経新生を損なうことが示されてい
る (Tani et al., 1987; Paez-Gonzalez et al., 2014)など矛盾する報告がある。コリン
エステラーゼ阻害剤であるガランタミンは、M1 mAChR と α7 nAChR の活性化
を介して、成体海馬 DG 領域において細胞増殖と生存の両方を促進する (Kita et 
al., 2014)。α7 nAChR ノックアウトマウスでは、海馬 DG で新生細胞の生存能力
が低下していることも確認された (N. R. Campbell et al., 2010)。当研究室では
SAK3 の急性投与はマウス海馬における T 型カルシウムチャネルの増強を介
して ACh 放出を顕著に促進することを証明している (Yabuki et al., 2017c) 。さ
らに、本研究では、SAK3 は nAChR の活性化により BCCAO虚血に対して神経
保護効果を示した。これらの結果から、SAK3 はコリン作動性経路を介して間接
的に海馬の神経新生細胞の増殖と生存の両方を促進する可能性が高い (Fig. 15)。 
次に、SAK3 の神経新生促進作用に CaMKII と CaMKIV の関与について明ら
かにした。プレシナプスに存在する nAChR 活性化は細胞内カルシウム流入を促
進し、その後グルタミン酸放出を誘発する(Wonnacott et al., 2006; Girod et al., 2000)。
従って、SAk3 は ACh の放出を促進することでグルタミン酸経路を強化してい
ると考えられる (Fig. 15)。以前の報告では、T 型カルシウムチャネルエンハンサ
ーである ST101 は、メタンフェタミンを投与したマウスにおいて N-methyl-D-
aspartate (NMDA) 受容体の活性化を介して認知障害を改善することが示されて
いる (Ito et al., 2007)。活性化された NMDA 受容体はカルシウムの流入を誘発し、





処理により CaMKII と CaMKIV の両方が in vivo で活性化されることを確認し
た。 
BDNF 及びその受容体である TrkB は、うつ病と神経新生に重要な役割を果た
している (Chen et al., 2001)。臨床研究において、不安症状がみられた患者または
うつ病患者において BDNF タンパク質レベルの低下がみられたが、フルオキセ
チンなどの抗うつ薬を投与することによって改善された(Boulle et al., 2012)。さ
らに、ケタミンの抗うつ効果は、BDNF と条件付き TrkB ノックアウトマウスで
は消失している (Autry et al., 2011)。In vitro の研究では、BDNF の処置によって
ラット海馬において、神経前駆細胞の増殖と生存が促進された (Li et al., 2009)。
本研究では、薬物治療の有無にかかわらず、OBX マウスの海馬 DG 領域におけ
る BDNF タンパク質レベルは、うつ病様行動や BrdU 陽性細胞数と密接に関連
していた。CaMKII や CaMKIV の下流シグナルである CREB の Ser-133 リン酸化 
(Sheng et al., 1990; Sheng and Greenberg, 1990; Gibon et al., 2013) が BDNF や TrkB
を含む多様なタンパク質をコードする遺伝子の転写を誘発するのに対し、OBX
マウスの DG では CaMKII、CaMKIV、CREB のリン酸化レベルが低下していた 
(Lonze and Ginty, 2002)。さらに、ST101 (0.5 mg/kg, p.o. )の投与により、
CaMKII/CaMKIV/CREB シグナル伝達の減少が改善されたことから、OBX マウ
スの DG 領域における CaMKII/CaMKIV/CREB/BDNF シグナルの低下が、観察さ
れたマウスのうつ病様行動や神経発生障害に重要であることを示唆している。T







とりわけ、T 型カルシウムエンハンサーSAK3 の作用機序として、模式図（Fig. 
15）に示すように、3 つの経路で神経発生に作用する仮説を立てている。T 型カ
ルシウムチャネルの強化は、細胞内カルシウム流入を増加させ、
CaMKII/CaMKIV/CREB シグナル伝達を強化し、それによって BDNF の転写を直
接上昇させる可能性がある（Fig. 15）。間接的な関連経路については、T 型カル
シウムチャネルの亢進が ACh の放出を促進し、シナプス後の mAChR と nAChR
を活性化することで、新生したニューロンの細胞増殖と生存を促進する(Nolan R. 
Campbell et al., 2010) (Fig. 15)。また、放出された ACh は、グルタミン酸の放出
を誘導するシナプス前の nAChR を活性化し、グルタミン酸の伝達を促進する可
能性がある(Zappettini et al., 2010) (Fig. 15)。その結果、カルシウムシグナル伝達








Fig. 15 Hypothesis of effects of SAK3 on impaired hippocampal neurogenesis and 
depressive-like behaviors in OBX mice. 
SAK3 enhances T-type calcium channels located in cholinergic terminals, postsynapse 
and neuronal cell bodies. When SAK3 enhances T-type calcium channels in the 
postsynapse and neuronal cell bodies, intracellular calcium influx may be increased and 
in turn activated calcium signaling including CaMKII and CaMKIV facilitate 
CREB/BDNF signaling, thereby activating Akt and then promoting neurogenesis in the 
hippocampal DG. Released ACh induced by SAK3 may activate nAChR and mAChR 
located in the progenitor cells, resulting in enhancement of proliferation and survival. On 
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the other hand, activation of presynaptic nAChR may promote glutamate release and then 





第 4 章 結論及び今後の展望 
4.1. 結論 
T 型カルシウムチャンネルのエンハンサーSAK3 は BCCAO マウスに対して、
神経保護作用を示し、BCCAO マウスの認知機能障害を改善する。また、海馬 DG
領域における神経新生促進作用を示し、OBX マウスのうつ様行動を改善する。 
本研究では SAK3 が BCCAO マウスの海馬 CA1 における Akt リン酸化レベル
の低下を改善することを示しこの改善効果は非選択的および α7 nAChR 阻害剤
によって消失した。これまでの結果と同様に、SAK3 は OBX マウスの海馬 DG 
における Akt リン酸化量の減少を改善したが、Akt の上流には多くのシグナル 
(Abeyrathna and Su, 2015; Yoon et al., 2008) が存在するため、その作用機序に関し
ては明らかにできなかった。  
ST101 は安全性が非常に高く、アメリカにおいてアルツハイマー病を対象と












認知症患者においては、レム睡眠行動異常症（REM sleep behavior disorder; RBD）
の頻度が高いことが報告されている(Sinforiani et al., 2007)。また、睡眠時無呼吸
は AD 患者の約 3～5 割でみられるが、睡眠時無呼吸が認知症の重症度や進行
度とどのように関連するかについての長期的検討は十分なされていない 
(Gehrman et al., 2003)。ヒトおよび動物モデルにおける最近の研究では、睡眠遮
断または断片化が Aβ の蓄積を加速し ADの進行に寄与する可能性があることが
明らかにされた (Shokri-Kojori et al., 2018)。さらに、生後 6 か月の AppNL-G-F マ
ウスにおいては、睡眠異常と学習能力の低下が認められた (Maezono et al., 2020)。 
今後は、本研究室が有する 24 時間 in vivo モニタリングシステムを用いて、







動物は東北大学大学院薬学研究科の動物実験施設において、温度 23 ± 




5.1.1. BCCAO マウスの作製 
実験では 10 週齢の C57BL6 N 雄性マウスを使用した。BCCAO マウスは
既報の方法に基づいて作製した(Yabuki and Fukunaga, 2013)。4 % ハロタン 
(Takeda Chemical Industries Ltd., Osaka, Japan) で麻酔し、2 % ハロタンで麻酔状
態を維持した。手術中はマウスの直腸温度をモニターし、温熱ブランケットによ
って直腸温度を 37-38 ℃ に維持した。麻酔状態のマウスの両総頸動脈を露出さ
せ、クリップにより 20 分間血管を結紮し、その後再灌流させた。 
  
5.1.2. OBX マウスの作製 
実験では 8 週齢の ddY 雄性マウスを使用した。OBX マウスは既報の方法に基
づいて作製した (Yamamoto et al., 2013; Yabuki et al., 2017c)。ペントバルビター







SAK3 は 0.1、0.5 および 1.0 mg/kg の濃度で投与量が 10 mL/kg になるよ
うに蒸留水で調整した (Fig. 1)。M1 mAChR 選択的阻害薬 pirenzepine (PZ: 10 
mg/kg, i.p., Sigma-Aldrich, St.Louis, MO, USA)、非選択的 nAChR 阻害薬 MEC (1.0 
mg/kg, i.p.)、選択的 α7ｎACｈR 阻害薬  MLA (6.0 mg/kg, i.p) およびＴ型カルシ
ウムチャネル阻害剤 NNC 55-0396（12.5 mg/kg,i.p. intraperitoneal;Sigma-Aldrich, St-
Louis, MO, USA）は SAK3 投与の 30 分前に処置した。阻害薬は投与量が 10 
mL/kg になるように生理塩水で調整した。神経新生を確認するため、BrdU




BCCAO 虚血 24 時間後から SAK3 (0.1, 0.5 or 1.0 mg/kg, p.o.) および MLA (6.0 
mg/kg, i.p.) 投与を開始し、8 日目に Y 字迷路試験、9 日目に新奇物体認識試験、
10-11 日目に受動回避試験を行った  [control, n = 19; control + MLA, n = 10; 
BCCAO, n = 11; BCCAO + SAK3 (0.1 mg/kg, p.o.), n = 6; BCCAO + SAK3 (0.5 mg/kg, 
p.o.), n = 18; BCCAO + SAK3 (1.0 mg/kg, p.o.), n = 18; BCCAO + SAK3 (0.5 mg/kg, 
p.o.) + MLA, n = 11: Fig. 2 Experimental I]。BCCAO 虚血 11 日目にマウスを灌流
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固定し、SAK3 の神経保護作用を検討した [control, n = 23; control + MLA, n = 18; 
BCCAO, n = 13; BCCAO + SAK3 (0.1 mg/kg, p.o.), n = 12; BCCAO + SAK3 (0.5 mg/kg, 
p.o.), n = 19; BCCAO + SAK3 (1.0 mg/kg, p.o.), n = 21; BCCAO + SAK3 (0.5 mg/kg, 
p.o.) + MLA, n = 16: Fig. 2 Experimental I]。免疫ブロット法および免疫組織化学染
色法による解析のために、BCCAO 虚血 24 時間後に SAK3 (0.5 mg/kg, p.o.) を
投与した (Fig. 2 Experimental II)。SAK3 投与の 30 分前に PZ (10 mg/kg, i.p.)、
MEC (1.0 mg/kg, i.p.) および  MLA (6.0 mg/kg, i.p.) を処置した  (Fig. 2 
Experimental II)。SAK3 投与 30 分後に灌流固定または脳を摘出し解析に用いた 
(n = 4-5 per group: Fig. 2 Experimental II)。 
 
5.2.2. OBX 
抗うつ剤の細胞生存率に対する効果を決定するために、BrdU を SAK3 の慢性
投与 (14 日間) の前に投与した (0.1、0.5 または 1.0 mg/kg、p.o) (Fig. 9)。 
 
5.3.行動薬理試験 
5.3.1. Y 字迷路試験 
Y 字迷路を使用し、空間記憶の評価を行った。自発的交替行動の測定は既報
に従った (Yabuki et al., 2013)。3 本のアーム (長さ 50 cm、高さ 7.5 cm、幅 10.5 








を引いた数で割り、その値に  100 をかけて認めた数値を交替行動率 
(Altenations (% )) を求め、これを自発的交替行動の指標とした。 
  
5.3.2.新奇物体認識試験 
新奇物体認識試験は既報の方法に基づいて行った (Yabuki et al., 2013)。マウス
を 2 つの同じ物体を置いた装置内で 10 分間自由に探索させた (trial session)。
Trial session の 1 時間後に片方の物体を新奇物体に替え、装置内で 5 分間自由
に探索させた (test session)。Trial session および test session では、2 つの物体に
対するそれぞれの探索回数ならびに総探索回数を測定した。Trial session および 
test session において、総探索回数に対するそれぞれの物体への探索回数の割合





(Yabuki et al., 2013)。訓練試行では、明室から床に金属製のグリッドをつけた暗
室にマウスが侵入した際に、電気刺激 (0.3 mA, 2 秒) を与え恐怖を記憶させた。
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(Yamamoto et al., 2013) マウスは尾の先から 1cm にテープをはり、床から 50cm 




下の様に行った (Yabuki et al., 2017b) 。ビーカー (16 cm in diameter) に水を深さ
20cm になるまで満たし、水温を 25℃に保った。その中にマウスを入れ、8 分間
自由に泳がせ、最後の 5 分間の無動時間 (immobility time) を計測した。 
 
5.3.6.ショ糖嗜好性試験 









5.4 propidium iodide (PI) 染色 
BCCAO 虚血 11 日後に propidium iodide (PI) 染色を用い、神経細胞死を評価
した (Yabuki et al., 2013)。マウスを深麻酔後、右心房にハサミで切れ込みを入れ、
27 G の注射針を左心室に刺し、1 × phosphate-buffered saline (PBS: pH = 7.4) で灌
流した。その後、4 % paraformaldehyde (PFA) を含む 1 × PBS で固定した。2 時
間後に脳を取り出し、24 時間 4 % PFA で後固定した。脳を vibratome (Dosaka 
EM Co. Ltd., Kyoto, Japan) で 50μm の厚さで脳切片を作製した。海馬領域を含
む脳切片を  PBS で洗浄後、PI (5 μmol/L) で染色し、Vectashield (Vector 
Laborateries, Inc. Burlingame, CA, USA) で封入後、蛍光顕微鏡下で観察した。
Begma から 1.4-1.8 mm の部位の背側海馬 CA1 領域を観測部位とした。PI に
よって染色された細胞を計測対象神経細胞とした。一匹のマウスから 3 枚の脳




免疫組織化学染色法は既報に基づき行った (Yabuki et al., 2017c)。脳切片を 1 
× PBS で洗浄後、1 % bovine serum albumin, 0.3 ％ TritonX-100 を含む PBS で 
1 時間ブロッキングした後、5 日間 4 ℃ で一次抗体と反応させた。一次抗体に
67 
 
は  α7 nAChR 抗体  (1:200, goat, Santa Cruz Biotechnology, Inc., Heidelberg, 
Germany)、anti-phospho Akt (Ser-473) 抗体 (1:1000, rabbit, Cell Signaling, Woburn, 
MA, USA) rat anti-BrdU polyclonal antibody 抗体 (1:500; Accurate Chemical and 
Scientific, Oxford Biotechnology, Oxfordshire, UK)および  NueN 抗体  (1:1000, 
mouse, Millipore, Billerica, MA, USA) を使用した。洗浄後、二次抗体として、Alexa 
488-labeled anti-rabbit IgG (H+L) (1:500, Invitrogen: Carlsbad, CA, USA) と Alexa 
594-labeled anti-goat IgG (H+L) (1:500, Invitrogen) または Alexa 594-labeled anti-
mouse IgG (H+L) (1:500, Invitrogen) を 4 ℃ で一晩反応させた。PBS 洗浄後
Vectashield (Vector Laboratories) で封入し、共焦点レーザー顕微鏡 (Nikon EZ-C1, 
Nikon, Tokyo) で観察した。 
 
5.6. 免疫ブロット法 
免疫ブロット法は既報に従い行った (Yabuki et al., 2017c)。マウスを断頭後、
マウス脳組織を摘出し、液体窒素で急速凍結後、-80 ℃ で組織を保存した。脳組
織を氷上で 50 mM Tris-HCl pH 7.5, 0.5 % Triton X-100, 4 mM EGTA, 10 mM EDTA, 
1 mM Na3VO4, 30 mM sodium pyrophosphate, 50 mM NaF, 50 nM calyculin A, 50 
ug/ml leupeptin, 75 ug/ml pepstatin A, 50 ug/ml trypsin inhibitor and 1 mM dithiothreitol 
を含む溶液でホモジナイズした。遠心後 (15,000 rpm, 4 ℃, 10 分)、上清を分離
し、タンパク質濃度を  Bradford 法により調整した。サンプルに  Laemmli’s 
sample buffer を加え、100 ℃ で 3 分間加熱した。12 %  SDS ポリアクリルアミ
ドゲルに同濃度のサンプルをアプライし、ポリアクリルアミドゲル電気泳動
(SDS-PAGE) を行った。泳動後、タンパク質を PVDF メンブレンに転写し、抗
体の非特異的結合を防ぐためにスキムミルクを 5 % の濃度で溶解した T-TBS 
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(50 mM Tris-HCl pH 7.5, 150 mM NaCl and 0.1 % Tween 20) 溶液中で 1 時間ブロ
ッキングを行った。洗浄後、メンブレンを  anti-phosphorylated ERK1/2 (Thr-
202/Thr-204) 抗体 (1:1000, rabbit, Cell Signaling), anti-ERK1/2 抗体 (1:1000, rabbit, 
Cell Signaling), anti-phospho Akt (Ser-473) 抗体 (1:2000, rabbit, Cell Signaling), anti-
phospho Akt (Thr-308) 抗体 (1:1000, rabbit, Cell Signaling), anti-Akt 抗体 (1:1000, 
rabbit, Cell Signaling)anti-autophosphorylated calcium/calmodulin-dependent protein 
kinase II (CaMKII: Thr-286)抗体 (1:5000; Ref. 13), anti-CaMKII 抗体(1:5000;Ref. 
13), anti-phospho CaMKIV (Thr-196)抗体  (1:2000; Abcam, Cambridge,MA), anti-
CaMKIV 抗体(1:2000; Abcam), anti-phospho cAMPresponse element binding protein 
(CREB; Ser-133) 抗体 (1:1000; Cell Signaling, Woburn, MA), anti-CREB 抗体 
(1:1000; Cell Signaling), antiphospho protein kinase B抗体 (Akt: Ser-437) (1:1000; Cell 
Signaling),anti-phospho Akt (Thr-308)抗体 (1:1000; Cell Signaling), anti-Akt 抗体
(1:1000; Cell Signaling), anti-brain derived neurotrophic factor (BDNF) (1:1000; Santa 
Cruz Biotechnology Inc., Dallas, TX), antib-tubulin 抗体 (1:10,000; SigmaeAldrich)と 
4 ℃ の条件下で一晩反応させた。T-TBS 溶液で洗浄後、メンブレンを 
Horseradish peroxidase-labeled anti-rabbit IgG (1:5000: GE healthcare, 
Buckinghamshire, UK) 抗体と常温で 1 時間反応させた。ECL detection system 




全てのデータは、平均値 ± 標準誤差 (SEM) で算出した。統計上有意な差に
関しては、2 群間の比較には Student’s t-test (新奇物体認識試験)、多群間比較に
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は  Scheffe’s test または  Dunnett’s test による  one-way analysis of variance 
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